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摘要 本 研究 旨 在 分 析 毒 性 结核 分 枝 杆 菌 (Mycobacterium tuberculosis, M.th) H37Rv 刺激 


RAW264.7 E MMIB AI Fea He oS Ar DA Ae ie AYE FE Mtb H37Rv FR GEE eZ He RAW 264.7 后 
差异 表达 的 IncRNAs,。 首 先 ， 分 析 热 灭 活 的 H37Rv 刺激 RAW264.7 细胞 24h 后 ncRNA 表 
达 谱 芯片 ， 并 对 差异 表达 的 hcRNA 和 mRNA 进行 生物 信息 分 析 ， 然 后 采用 实时 定量 聚合 


酶 链 反应 对 16 条 在 芯片 中 差异 表达 的 IncRNA 进行 细胞 水 平 验证 ; 进一步 在 H37Rv 感染 小 


鼠 的 脾脏 和 肺脏 中 检测 差异 表达 的 mceRNA。 结 果 显 示 表 达 谱 芯片 中 4730 条 IncRNAs 的 表 
达 水 平 上 调 , 9558 条 IncRNAs 的 表达 水 平 下 调 。 生 物 信 息 分 析 算 选 的 16 条 IncRNA， 其 染 
色 体 定位 于 附近 蛋白 编码 基因 的 基因 间 区 或 者 与 外 显 子 区 域 有 重合 ，mRNAs 功能 注释 显示 
差异 表达 的 mRNAs 主要 集中 于 转录 调节 、 磷 酸化 、 凋 亡 等 生化 过 程 以 及 丝 裂 原 活 化 蛋白 激 
酶 (MAPK) 等 抗 结核 的 信号 通路 中 。 在 H37Rv 作用 下 的 细胞 水 平和 动物 感染 模型 的 组 织 中 
RT-qPCR 验证 出 与 芯片 结果 相同 的 4 条 InceRNAs， 其 中 上 调 的 有 3 条 ， 下 调 的 有 1 条。 本 
研究 中 异常 表达 的 IncRNA 可 能 为 巨 噬 细 胞 在 结核 分 枝 杆菌 感 染 中 的 功能 素 乱 提供 线索 , 为 
后 续 的 研究 商定 了 基础 ， 进 一 步 的 研究 将 集中 于 发 气 IncRNA 在 宿主 调控 中 发 挥 的 功能 
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Abstract The present study aim to screen for differentially IncRNAs expression profile and 
predict their functional roles in the macrophage after Mycobacterium tuberculosis (M.tb) 
stimulation. Firstly, microarray and bioinformatics analysis of IncRNA and mRNA expression 
profiles in RAW264.7 macrophage after stimulation with M.tb for 24 h..Then, 16 differentially 
expressed IncRNAs from microarray analysis were further verified by RT-qPCR using H37Rv 
infected macrophages and mouse model. The results shown that the expression levels of 4730 
IncRNAs was up-regulated, and the expression levels of 9558 IncRNAs was down-regulated. 16 
differentially expressed IncRNAs from microarray screening were associated with protein coding 
genes in adjacent locations. The mRNA function annotation analysis revealed that the mRNAs of 
differential expression were mainly concentrated in the biochemical process of transcriptional 
regulation, phosphorylation, apoptosis and MAPK signaling pathway which participating in the 
biochemical process of anti-tuberculosis. The expression trend of 4 IncRNAs in the iH37Rv 
stimulated RAW264.7 and mouse infection model was vertified as the same in both microarray 
and RT-qPCR analysis. Three of these 4 IncRNAs was up-regulated and one of them was 
down-regulated.The abnormal expression of IncRNAs in this study may provide clues to the 
dysfunction of macrophages with M.tb infection, and further research will focus on the 


investigation of the function and regulation mechanism of IncRNA in M.tb infected macrophage. 
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结核 分 枝 杆菌 (Nycobacterium tuberculosis， 检 tb) 导致 的 肺结核 是 全 球 范围 内 最 重要 
的 传染 病 之 一 。 据 世界 卫生 组 织 报道 ，2015 全 球 范围 内 新 增 肺结核 病例 一 千 零 四 十 万 ， 并 
有 一 百 四 十 万 人 死 于 该 疾病 。 在 2000 至 2015 年 肺结核 的 治疗 在 全 球 范围 内 避免 了 四 千 
九 百 万 人 死亡 , 但 在 诊断 和 治疗 上 仍旧 存在 很 多 问题 趾 。 许 多 研究 表明 细胞 内 的 一 系列 活动 
会 干扰 结核 病 的 进程 , 潜在 的 原因 是 一 些 宿主 特定 的 基因 表达 异常 , 尽管 已 经 了 解 了 肺结核 
病 的 一 些 重要 发 生发 展 过 程 ， 但 有 许多 结核 病 的 分 子 机 制 并 不 清楚 P 

活动 性 肺结核 的 发 病 机 理 非常 复杂 , 涉及 到 了 固有 性 免疫 和 适应 性 免疫 。 巨 哈 细 胞 在 宿 
主 免 疫 系统 发 挥 十 分 关键 的 作用 , 主要 通过 吞噬 减少 病原 体 以 及 抗原 提 呈 给 T 细胞 发 挥 初始 
的 保护 作用 BI 。 但 更 多 的 研究 证 据 表 明 ， 巨 哈 细 胞 可 能 在 宿主 的 长 期 抵抗 结核 分 枝 杆菌 中 
起 到 重要 作用 , 因为 结核 分 枝 杆菌 可 通过 一 系列 的 细菌 免疫 破坏 机 制 逃避 巨星 细胞 的 抗菌 作 
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用 ， 从 而 使 得 细菌 利用 细胞 内 的 各 种 资源 在 胞 内 继续 存活 B9。 巨 只 细 胞 吞噬 了 减 毒 的 公 tb 
倾向 于 细胞 凋 亡 ， 更 有 利于 其 发 挥 对 病原 体 的 清除 以 及 抗原 提 呈 的 作用 中 .而 在 毒性 结核 分 
枝 杆菌 感染 中 ， 将 导致 巨 唉 细胞 发 生 炎症 性 坏死 并 向 周围 组 织 传播 病原 体 四 。 

长 链 非 编码 RNA (Long non-coding RNA, IncRNA) 是 长 度 大 于 200 个 核 音 酸 的 非 编 码 
RNAS), 其 位 于 细胞 质 或 者 细胞 核 内 ， 结 构 与 mRNA 相似 , 含有 poly A 尾 和 启动 子 区 ， 但 缺 
乏 蛋 白质 编码 的 能 力 00。 研究 表明 , IncRNA 参与 了 许多 重要 的 生物 学 过 程 以 及 细胞 活动 0 
在 人 类 疾病 的 发 生发 展 中 扮演 着 重要 的 角色 023， 例 如 一 些 肿瘤 、 病 毒 感染 以 及 神经 系统 率 
乱 在 内 的 严重 威胁 人 类 健康 的 重要 疾病 03-43。 近 来 长 链 非 编码 RNA 在 结核 分 枝 杆菌 感染 中 也 
些 初步 研究 ， 比 如 在 活动 性 肺结核 病人 中 B 细胞 、CD4:T 细胞 、CD8:T 细胞 的 ncRNA 
的 表达 谱 分 析 0519，IncRNA 的 遗传 多 样 性 在 结核 病人 中 的 敏感 性 有 潜在 的 诊断 作用 L911， 以 
及 IncRNA 在 Mth 感染 的 效应 细胞 发 挥 调控 功能 和 机 制 的 研究 2%2。 但 仍旧 存在 分 子 机 制 
不 明确 以 及 众多 问题 等 待 探究 的 阶段 , 因此 在 本 研究 中 , 采取 热 灭 活 的 结核 分 枝 杆菌 iH37Rv 

(62 CIKI 15min) 刺 激 巨 哄 细 胞 进行 表达 谱 蕊 片 分 析 , 包 括 分 析 差 异 表 达 1ncRNAs Ail mRNAs; 
然后 在 H37Rv 感染 小 鼠 的 肺脏 和 脾脏 中 去 筛选 或 验证 差异 表达 的 lncRNAs。 


本 研究 旨 在 筛选 和 鉴定 Mtb 诱导 巨星 细胞 RAW264.7 异常 表达 的 IncPRNA， 并 在 感染 
SIA 


H37Rv 的 小 鼠 组 织 中 验证 这 些 差异 表达 的 IncRNAs; 同时 基于 IncRNA 和 mRNA 的 表达 谱 
芯片 分 析 包 括 功能 注释 、 染 色 体 定位 分 析 等 ， 预 测 IncRNA 潜在 的 作用 靶 标 ， 为 后 续 功 能 看 
究 提 供 帮 助 , 进一步 为 hcRNA 在 巨星 细胞 感染 结核 分 枝 杆 菌 中 的 功能 紊乱 机 理 的 研究 提供 


线索 。 


材料 与 方法 
1 材料 
毒性 结核 分 枝 杆菌 标准 株 H37Rv 来 源 于 ATCC 并 由 上 海 第 二 军医 大 学 生物 安全 等 级 三 


级 实验 室 ABSL-II 保 存 并 提供 ; 结核 分 枝 杆菌 培养 基 Middlebrook 7H9、Middlebrook 7H11 


及 增 菌 液 Middlebrook OADC (BD 公司 ， 美国 ); RAW264.7 细胞 〈 小 鼠 巨 鸣 细 胞 系 ， 由 本 


实验 室 保 存 ); DMEM 细胞 培养 基 (Gibco， 美 国 ); 胎 牛 血清 (Gibco, 美 国 ); Trizol 


Reagent(Invitrogen 公司 ， 美 国 );， ReverTraAce WHE RIAA (Toyobo ATJ, HÆ); Agilent 


IncRNA 芯片 等 (安捷伦 公司 ， 美 国 ); QIAGEN RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, 德 国 ); SYBR 


Green Real-time PCR Master Mix(Toyobo 公司 , HÆ); 引物 由 擎 科 生 物 技术 有 限 公 司 合成 ( 武 


汉 ， 中 国 );，C57BL/6J 小 鼠 (6-8 周 ，18-20g) 购 自 湖北 省 疾 控 中 心 并 饲养 于 SPF 环境 。 


2 方法 
2.1 RAW264. 7 细胞 的 培养 以 及 iH37Rv 刺激 巨 噬 细胞 RAW264.7 细胞 接种 于 含 10% 胎 牛 
清 〈56C 水 浴 30min) 和 抗生素 (100/mL FEAM 0.1mg/mL HEAR) 的 DMEM 培养 基 
中 , 在 37C、5% CO: 的 饱和 湿度 恒温 培养 箱 内 培养 。 取 生 长 状态 良好 的 细胞 进行 后 续 实 验 ， 
调整 细胞 至 4.5x105 个 / 瓶 的 密度 接种 到 T75 的 细胞 培养 瓶 ， 共 培养 2 瓶 ，37C 过 夜 待 细胞 
状态 稳定 ; 其 中 一 瓶 按照 感染 复数 为 10:1 (细菌 与 细胞 的 比例 ) 加 入 热 灭 活 的 结核 分 枝 杆菌 ， 
另 一 瓶 加 入 等 体积 的 PBS， 继 续 培 养 24h 后 收集 细胞 ， 进 行 后 续 芯 片 实验 。 

2.2 总 RNA 的 抽 提 和 质量 控制 ”方法 2.1 收集 的 细胞 按照 Trizol Reagent 说 明 书 进行 总 
RNA 的 提取 。 然 后 用 QIAGEN RNeasy@ Mini Kit 进行 RNA 的 纯化 ， 使 用 新 型 超 微量 紫外 
可 见 光 分 光 光 度 计 (NanoDropOne, 美国 ) 测定 RNA 的 量 。 之 后 利用 变性 的 琼脂 糖 凝 胶 电 
泳 检测 确保 RNA 的 完整 性 和 防止 基因 组 DNA 污染 , 最 后 只 有 达到 标准 的 RNA 样本 才 被 用 
做 进一步 的 芯片 分 析 。 

2.3” 微 阵列 蕊 片 和 数据 分 析 ”为 了 探究 IncRNA 在 结核 分 枝 杆菌 致 病 机 理 中 产生 的 生物 学 
意义 ， 对 IncRNA 在 巨星 细胞 的 表达 谱 微 阵列 芯片 进行 分 析 。 微 阵列 蕊 片 按 照 标准 化 程序 进 


行 ， 使 用 QIAGEN RNeasy® Kit 纯化 总 RNA， 利 用 随机 引物 进行 CDNA 第 一 链 和 第 二 链 一 


ali 


2o 


步 法 合成 ， 体 外 转录 进行 荧光 标记 CRNA (complementary RNA ,cRNA ) €, QIAGEN 


RNeasy® Mini Kit 用 于 cRNA 的 纯化 ,纯化 后 CRNA 用 分 光 光 度 计 进行 浓度 测定 ,随后 CRNA 


样品 在 片段 化 混合 液 中 60'C 温 浴 30min 进行 片段 化 ， 冰 浴 Imin 后 上 芯片 ，6SC17 小 时 演 


动 杂 交 ， 杂 交 后 的 芯片 经 过 洗涤 、 国 定 以 及 Agilent DNA Microarray Scanner 进行 扫描 ,利用 


Agilent Feature Extraction software(version10.7.1.1) 从 扫描 图 片上 提取 得 到 数据 。 将 原始 数据 


导入 Genespring 软件 (version 12.5,Agilent)， 利 用 quantile 的 方法 进行 标准 化 后 得 到 包含 原 
台 信 号 值 ， 标 准 化 信号 值 , 检 出 情况 以 及 详细 的 注释 信息 的 结果 。 在 实验 组 与 对 照 组 中 差异 
表达 的 IncRNAs 和 mRNAs 的 筛选 之 前 先进 行 探 针 过 滤 ， 用 于 比较 的 每 组 样本 中 至 少 有 一 
组 100% 标 记 为 “P”* 的 探 针 用 于 后 续 分 析 , 之 后 根据 差异 倍数 (Fold change) 值 , 标准 为 Fold 
change 值 >= 2.0 确定 差异 表达 。 另 外 ,用 分 层 聚 类 来 表现 ncRNA 和 mRNA 的 表达 模式 。 

2.4 “差异 表达 的 RNAs 定位 分 析 和 mRNAs 功能 注释 “综合 筛选 获得 芯片 数据 中 差异 表 


达 的 16 条 InRNAs, 然 后 使 用 UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). NONCODE 


(http://www.noncode.org/) 以 及 fRNAdb summary 挖掘 IncRNA 与 mRNA 染色 体 定 位 的 关系 ， 


以 期 寻找 互 作 的 可 能 性 。Gene Ontology (GO) 和 Kyoto Encyclopedia of Genes and 


Genomes(KEGG) 被 用 来 分 析 异 常 表达 的 mRNAs 在 信号 通路 和 GO 条 目 中 的 功能 


包括 三 大 板块 ， 分 别 是 生化 过 程 (Biological Process )、 细 胞 组 成 (Cellular Component) 和 


分 子 功能 (Molecular Function). Aiit tA GO 条 目 所 包括 的 差异 基因 个 数 


的 方法 计算 每 个 GO 条 目 和 每 条 信号 通路 中 差异 基因 富 集 的 显著 性 ， 计 算 


， 并 用 统计 检验 


的 结果 会 返回 一 


个 富 集 显著 性 的 P 值 ，P<0.05 表示 差异 基因 在 该 GO 条 目 或 该 信号 通路 中 出 现 显 著 富 集 。 


2.5 RT-qPCR 实验 


2.5.1 ”细胞 水 平 验 证 ”RAW264.7 细胞 以 1X10 个 / 孔 的 密度 接种 到 12 孔 的 细胞 培养 板 ,37'C 


aT 
ANS 


培养 过 夜 ， 以 每 孔 MOI EF 10: 1 (ARE 


胞 的 比例 ) 加 入 iH37Rv 至 实验 组 ， 对 照 组 加 


入 相应 体积 的 PBS。 在 37°C. 5% C02 的 恒温 培养 箱 内 继续 培养 24h 后 收 细胞 ， 提 取 总 RNA, 


65C 变 性 后 测定 RNA 的 浓度 ， 并 用 ReverTraAce 逆转 录 试 剂 盒 获得 cDNA, 用 
板 。 在 艺 片 结果 中 ， 根 据 探 针 过 滤 即 每 组 样本 至 少 一 组 100% 标 记 为 “P”， 


及 现 有 ncRNA 数据 库 能 获取 相应 IncRNAs 序列 等 综合 筛选 标准 。 筛 选 出 ML. tb 刺激 后 差异 表 


= 


于 RT-qPCR 的 模 


达 明 显 的 16 条 IncRNAs, 进一步 设计 引物 采用 RT-qPCR 验证 这 些 差异 表达 的 lncRNAS 。PCR 


反应 程序 为 95'C 预 变性 5nin，95C 变 性 15s，60C 退 火 15s, 72°C HE{H 30s, 


变性 、 退 火 、 延 


伸 三 个 步 又 进行 40 个 循环 , 最 后 72'C 继 续 延伸 Smin, 16\C 保 存 。 每 个 反应 体系 被 检测 三 次 ， 


Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 被 用 作 内 参 基 因 来 计算 相关 lncRNAs 


的 相对 表达 情况 ， 各 引物 序列 如 表 1 所 示 。 


2.5.2 H37Rv 感染 的 小 鼠 肺 脏 和 脾脏 中 lncRNA 表达 验证 6 只 C57BL/6J 小 鼠 (6-8 F, 
18-20g) 随机 分 配 到 两 组 , 一 组 进行 尾 静 脉 注射 处 于 对 数 生长 期 的 结核 分 枝 杆 菌 H37Rv， 保 


证 每 只 的 注射 菌 量 为 2x105CFU， 另 一 组 注射 相应 体积 的 PBS 为 对 照 组 ， 继 续 饲 养 1 周 后 ， 


处 死 小 鼠 并 取 小 鼠 的 肺 胜 和 脾脏 制 成 细胞 悬 液 ， 加 入 Trizol Reagent -80'C 冻 存 ， 待 使 用 时 提 


取 总 RNA 并 逆转 为 cDNA, 后 续 作 为 模板 进行 RT-qPCR 验证 ，PCR 的 反应 条 件 如 方法 2.5.1 


所 示 且 每 个 反应 重复 三 次 。 小 鼠 的 感染 攻 毒 实验 和 处 死 等 全 部 在 上 海 第 二 军 


实验 室内 进行 。 


医大 学 ABSL-III 


2.6 统计 学 分 析 采用 SPSS 17.0 软件 进行 数据 分 析 ，Student t 检验 分 析 数 据 ， 以 *P 二 0.05 


为 差异 有 统计 学 意义 。 
结果 


1 iH37Rv 刺激 巨星 细胞 RAW264.7 后 IncRNA 表达 谱 


许多 证 据 表 明 异 常 表达 IncRNAs 与 一 系列 人 类 的 疾病 相关 ， 也 包括 感 


染 性 疾病 。 本 研 


完 根 据 热 灭 活 的 结核 分 村 杆菌 刺激 巨 噬 细 胞 RAW264.7 后 IncRNA 表达 谱 芯 片 结果 显示 : 与 


对 照 组 的 细胞 相 比 ，iH37Rv 刺激 细胞 24h 后 共有 4730 条 IncRNAs 的 表达 水 平 上 调 ,9558 条 
IncRNAs 的 表达 水 平 下 调 。 分 层 聚 类 的 结果 如 图 1 所 示 ， 分 别 为 差异 表达 最 显著 的 200 条 
IncRNAs 的 表达 谱 ， 其 中 还 包括 iH37Rv 刺激 与 未 刺激 组 相 比 较 ，IncRNAs 的 差异 倍数 的 对 
数值 。 


C1 


C2 


Tl 


T1 VS. (C1&C2) 


Fold change of IncRNAs (log) 


-3 3 
图 1 iH37Rv 刺激 巨 吻 细 胞 RAW264. 7 细胞 24h 后 ，200 条 lncRNAs 差异 表达 谱 ;C1，C2 
为 iH37Rv 未 刺激 组 , T1 为 iH37Rv 刺激 组 。 
Fig.1 Differential expression profile of 200 IncRNAs in RAW264.7 cells after iH37Rv 
stimulation for 24 h; C1, C2 represent for iH37Rv stimulation group,T1 represents for 


iH37Rv stimulation group. 


2 差异 表达 的 IncRNAs 以 及 mRNAs 的 功能 注释 
从 表达 谱 蕊 片 中 筛选 获得 结核 分 枝 杆菌 H37Rv 刺激 巨 噬 细 胞 后 差异 表达 的 16 条 


IncRNAs， 分 析 IncRNAs 在 染色 体 的 定位 以 及 它 与 基因 组 中 mRNA 的 位 置 关 系 对 于 预测 


IncRNA 是 否 调节 邻近 基因 有 一 定 的 价值 。 本 研究 列 出 了 16 条 差异 表达 IncRNAs 的 染色 体 


位 置 , 其 定位 于 附近 和 蛋白 编码 基因 的 基因 间 区 或 与 基因 的 外 显 子 区 域 存在 重 登 部 分 ,而 且 其 
中 部 分 基因 在 结核 分 枝 杆菌 H37Rv 刺激 巨 唉 细胞 后 mRNA 的 芯片 结果 中 也 存在 差异 表达 ， 
可 能 成 为 ncRNA 发 挥 作用 的 潜在 训 标 ， 为 后 续 IncRNAs 在 结核 感染 巨 噬 细 胞 的 功能 看 


完 中 提供 帮助 〈 见 表 2)。 


表 2 筛选 的 16 条 差异 表达 mRNAs 的 染色 体 定位 以 及 与 附近 蛋白 编码 基因 的 关系 


Table 2 Differential expression of 16 IncRNAs, and their positional relationship with 
adjacent protein-coding genes 


编号 TRI 染色 体 ”倍数 位置 关系 附近 编码 基 染色体 ”倍数 
因 
Number Acc. No.) Chr FC.) Relationship Nearby Chr FC.) 
strand coding gene strand 
Exon-sense 
1 FR394054 15 (+) +72.9 Mtdh 15((+)  +8.6 
overlapping 
2 FR327109 19 (-) +40.2 Exon-sense LF201763 19(-) n.a 
overlapping 
Exon-sense 
3 FR155939 2(+) +28.1 AK037119 2(+) n.a 
overlapping 
4 FRO09074 12(-) +46.2 Intergenic Rps6ka5 12(-) -3.3 
Exon-sense 
5 FR321982 2(+) +31.0 KF703539 2(+) n.a 
overlapping 
Exon-sense 
6 FR245513 10(-) +26.2 Cpsf6 10(-) n.a 
overlapping 
Exon-sense 
T FR009059 X(+) +23.6 Zrsr2 X(-) +10.2 
overlapping 
8 n291603 7(+) +96.4 unknow n.a 
9 chr4:3437474-3438228 4(-) +58.1 unknow n.a 
10 chr19:5834117-5835940 19(-) +40.7 unknow n.a 
Exon-sense 
11 chr19:5795690-5797464 19(+) +34.7 AY722410 19(-) +2.0 
overlapping 
12 chr19:5798135-5800557 19(-) +31.3 Intergenic Gm20417 19(+) n.a 
13 chr8:19692532-19694101 8(-) +30.1 Intergenic Gm6483 8(+) n.a 
14 chr1:134883350-134883624 1(-) +29.6  Intergenic Ppplr12b 1(-) +5.1 
15 n270524 2(-) -56.2 unknow n.a 
Exon-sense 
16 chr16:4592919-4594230 16 (-) -25.7 Ak021285 16(-) -46.6 
overlapping 
Acc. No. (Accession number): 代 表 检 索 号 
DFC (fold change): 代表 iH37Rv 感染 巨 唉 细胞 与 未 感染 巨 只 细胞 中 mRNA 表达 相 比 倍数 变化 
n.a. (not acquired): 代表 无 法 获取 
我 们 还 对 芯片 中 差异 表达 的 MRNAS 功能 进行 注释 分 析 , A IncRNAs 的 潜在 作用 部 标的 发 


掘 以 及 可 能 发 挥 的 效应 功能 的 下 
与 对 照 组 相 比 ， 由 iH37Rv 刺激 


的 mRNAs 主要 与 转录 调节 


的 生化 过 程 以 及 信和 号 


通路 存在 显 
、 和 蛋白 磷酸 化 、 细 胞 调 


究 提 供 参 考 价值 。 本 研究 中 采取 富 集 分 析 GO M KEGG, 
的 巨 唉 细胞 的 mRNAs 参与 
著 差 异 。GO 分 析 的 结果 显示 : 差异 表达 


亡 、 和 蛋白 的 转运 等 生化 过 程 相关 (图 2.a); 细胞 组 成 方面 与 细胞 膜 、 胞 质 、 细 胞 溶质 、 胞 核 


有 重要 联系 (图 2.b); 在 蛋白 结合 、 金 属 离 子 结合 、 核 酸 结 合 等 


(图 2.c)。 Æ GO 的 三 大 板块 中 ， 其 中 差异 表达 的 mRNAs EHE 


分 子 功能 上 发 挥 重 要 的 作用 


集 在 转录 调 


an, Y 


"Aa 4 


胞 膜 以 
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及 和 蛋白 结合 三 个 部 分 ， 分 别 在 各 自 的 板块 中 占据 24.1%、41.4%、32.2%。KEGG 分 析 的 结果 
显示 , 差异 表达 的 mRNAs 主要 与 以 下 信号 通路 相关 且 富 集 百 分 比 为 : 新 成 代谢 通路 34.2%、 
10.7 癌症 相关 通路 10.7、MAPK 信和 号 通路 8.9%. WAEA 6.8% 等 (图 2.d). MAPK 信和 号 通 
路 被 报道 参与 了 固有 免疫 细胞 如 巨 唉 细胞 感染 细菌 后 的 活化 ,很 大 程度 上 ,能 调节 促 炎 因 子 
和 趋 化 因子 的 表达 ， 例 如 TNF-a, IL-6, and MCP-1。 总 之 ，MAPKs 的 活化 能 确保 适当 以 及 
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充足 的 免疫 应 答 调节 P223]。 


G0 Biological Process 


[__] response to DNA damage stimulus 4% 
| negative regulation of transcription, DNA-dependent 4.3% 
| _] positive regulation of transcription, DNA-dependent 5% 


cell cycle 6.5% 

protein transport 7.4% 

apoptosis 7.7% 

protein phosphorylation 7.8% 

phosphorylation 9.5% 

transport 20.9% 

transcription, DNA-dependent 22.8% 

regulation of transcription, DNA-dependent 24.1% 
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Transcriptional domain coverage(%) 


(a) 


GO Molecular Function 
M RNA binding 5.9% 
| |]sequence-specific DNA binding transcription factor activity 7.5% 


|__| kinase activity 7.6% 
nucleic acid binding 8.8% 
TT) binding 9.7% 


positive regulation of transcription from RNApolymerase Il promoter 6.2% -m 


GO Cellular Component 


C] nucleolus 3% 

|_| cytoplasmic vesicle 3% 
[|] nucleoplasm 3.6% 

司 cytoskeleton 6.4% 
golgi apparatus 7.2% 


endoplasmic reticulum 7.2% 
intracellular 10.5% 
mitochondrion 11.3% 
cytosol 11.5% 
nucleus 36.8% 
cytoplasm 38.2% 
membrane 41.4% 
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Transcriptional domain coverage(%) 


(b) 


KEGG 


[__]Lysosome 4.5% 

|__] Jak-STAT signaling pathway 4.8% 
[J Insulin signaling pathway 4.8% 
Ubiquitin mediated proteolysis 5% 
> Wnt signaling pathway 5.3% 


transferase activity 14.3% 
ATP binding 14.6% 

zinc ion binding 15.4% 
DNA binding 16.8% 


Protein processing in endoplasmic reticulum 5.5% 
Focal adhesion 6.5% 

Regulation of actin cytoskeleton 6.8% 
Endocytosis 7.3% 


nucleotide binding 19.8% 
metal ion binding 28.6% 
protein binding 32.2% 
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Transcriptional domain coverage(%) 


MAPK signaling pathway 8.9% 
pathways in cancer 10.7% 


Metabolic pathways 34.2% 
© ® 9 ® } 
Transcriptional domain coverage(%) 


(c) (d) 


图 2 差异 表达 的 mRNAs 功能 注释 。(a) (b), (c)WGOAHT, A(d) 为 KEGG 分 析 。 
Fig.2 Function annotation of differentially expressed mRNAs. (a,b,c): GO analysis, (d): 


KEGG analysis. 


3 RT-qPCR 验证 差异 表达 的 IncRNAs 
从 芯片 中 挑选 出 差异 表达 较 明 显 的 16 条 IncRNAs, 数 字 1 至 16 IncRNAs 编号 见 表 1， 


表 1 


RT-qPCR 验证 16 条 差异 表达 InRNAs 的 引物 


Table 1 Primers of 16 differentially expressed IncRNAs for RT-qPCR 
编号 检索 号 上 游 引 物 下 游 引 物 
Number ACC.No.D Sense-primer(5’-3’) Anti-sense-primer(5’-3’) 
1 FR394054 TGTTTATCTGTTTGGGTTTG CCTGGCATCAAATAACCT 
2 FR327109 CACTAAAGCATAAAATGAAAGG ACATGCAGGCAAAACAGC 
3 FR155939 GATGGGAACGCCGAGTAAA CCTGGAAGGACATTGGGT 
4 FRO009074 TATCAGGTGGTAGCAGGAA TGTGAAGTTGGGATGGTG 
5 FR321982 GGAGGCAGCAGAACACCA AACAGGGACAGCCAGAGT 
6 FR245513 TCCTAGTAAAAATCCCCTAA TTTGCTTGGATAAAGGCAT 
7 FRO09059 AAGCAAAGACAGGTGGAT GGAGAAAGTTCAAGAGGC 
8 n291603 GACTGCTGCGTGTCACCTAA CCCTGCTGTCAAAGACCTCC 
9 chr4:3437474-3438228 GGACTTTCCAATGTGACTAT ATATGTAGGGGTATTGAACC 
10 chr19:5834117-5835940 ACACTATCCTTTGAATCTCG GTCAGGTTAGGTTAAGCCAC 
11 chr19:5795690-5797464 CTCTGGCCCCTTGAATAGAT GCTGTGCTGCCTTAGGTAAA 
12 chr19:5798135-5800557 TTTCGTTTGCCTCAGACAGG AGCACATAATGATCCCTTTC 
13 chr8:19692532-19694101 GTTCAATTCCCAGCAACCAC CATAGCCCAGCACTTCTTCC 
14 chr1:134883350-134883624 TGAACACTAAGGAATTTGAG CTCCATCTTCAAGGCAGTCA 
15 n270524 AGAACCCAAGTCAACCAG TCCCTACAGCAGTATCCC 
16 chr16:4592919-4594230 CGCCAGAGCCACATCAAGAC TCAAACCGAAGCACCCATCA 


D ACC.No. (Accession number): 代表 检索 号 


芯片 结果 中 IncRNAs 1 至 14 #IA EW, 15 和 16 表达 下 i 


Ea 


H| 


。 设 计 相 应 的 引物 分 别 看 


细胞 


水 平和 H37Rv 感染 的 小 鼠 肺 脏 和 脾脏 中 进行 RELqPCR 验证 。 细 胞 水 平 差 异 表 达 具 有 统计 学 
意义 的 〈P<0.05) IncRNAs 上 调 的 有 3 条 ， 下 调 的 有 3 条 ， 与 芯片 结果 相 比 较 相 符 的 是 编 


SH 1,8,9, 15, 16H IncRNA (13). H37Rv 感染 的 小 鼠 肺 脏 组 织 中 表达 具有 统计 学 意 


SCHYCP<0.05 IncRNAs 上 调 的 有 12 条 ,下 调 的 有 1 条 ,与 芯片 结果 相符 的 
差异 表达 的 IncRNAs 上 调 的 有 
有 11 条 lncRNA( 图 4b)。 综 合 蕊 片 结果 以 及 
的 结果 ， 表 达 水 平 全 部 相同 的 有 4 条， 


为 15 的 1 条 IncRNA 表达 下 


4a)。 脾 脏 组 织 


和 n270524。 


NS 


其 中 


胞 水 平和 动物 感染 组 织 水 平 中 IncRNAs 验证 


] 13 条 IncRNA( 图 


10 条 ， 下 调 的 有 1 条 ， 与 芯片 结果 相符 的 


号 为 1、8、9 的 3 条 IncRNA 表达 上 调 ， 编 号 


调 ， 检 索 号 分 别 FR394054、n291603、chr4:3437474-3438228 
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图 3 RT-qPCR 验证 iH37Rv 刺激 RAW264.7 细胞 24h 后 16 条 IncRNAs 的 表达 水 平 ,1-16 


为 ncRNA 的 编号 如 表 1。 (*P<0.05， 与 对 照 组 相 比 ) 


Fig. 3 Differential expression levels of 16 INcRNAs in RAW264.7 cells after iH37Rv 
stimulation for 24 h by RT-qPCR. Numbers 1 to 16 represent for IncRNAs as shown in 
Table1.(*P<0.05, vs. untreated control group) 
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IncRNA number 
Cb) 
图 4 (a). (b)W RT-qPCR 检测 H37Rv 感染 小 鼠 7 天 后 肺脏 和 脾脏 组 织 中 16 条 IncRNAs 
的 表达 水 平 。(*P<0.05, 与 对 照 组 相 比 》 
Fig.4 Differential expression levels of 16 IncRNAs in mouse lung (a) and spleen (b)tissues 
after H37Rv infection for 7 days by RT-qPCR. (*P<0.05, vs. untreated control group). 


讨论 

结核 分 校 杆菌 是 导致 结核 病 的 病原 体 ,结核 病 作为 发 病 率 和 致死 性 很 高 的 重要 传染 病 , 目 
前 防治 最 有 效 的 措施 是 早期 诊断 和 及 时 的 临床 治疗 [ 汐 。 然 而 ， 在 被 公认 的 结核 病 的 诊断 和 
治疗 方面 ， 仍 旧 存 在 很 多 不 足 鸣 。 其 中 有 结核 分 校 杆 菌 生长 缓慢 ， 细 菌 分 离 培 养 作为 金 标 
准 需 要 的 时 间 长 而 无 法 满足 临床 需求 ; 结核 病 的 病程 治疗 时 间 长 ， 存 在 很 高 的 耐 药 率 ; 肺 结 
核 通过 呼吸 道 传 染 ， 而 目前 唯一 有 效 的 卡介苗 疫苗 预防 婴儿 和 儿童 结核 ， 效 果 可 达 80%, 
但 用 来 预防 成 人 肺结核 效果 则 较 差 有 些 人 接种 后 并 不 能 绝对 保证 从 此 无 缘 结 核 菌 感 染 , 其 
至 还 是 有 可 能 患 上 疾病 中 I。 因此 ， 迫 切 需 要 快速 适用 的 结核 病 诊断 以 及 更 加 有 效 的 治疗 方 
案 , 而 这 些 方 面 的 基础 均 依赖 于 结核 分 校 杆菌 与 宿主 的 相互 关系 的 确切 研究 。 近来 随 着 已 片 
和 高 通 量 测序 技术 的 快速 发 展 , ncRNA 和 mRNA 的 表达 谱 广 泛 用 于 揭示 人 类 疾病 发 生发 展 
的 分 子 机制 ， 例 如 肿瘤 、 细 菌 或 者 病毒 感染 等 。 然 而 IncRNA 作为 极 具 热 点 的 研究 对 象 ， 在 
结核 分 校 杆菌 感染 中 的 研究 还 很 少 [271。 


越 来 越 多 的 证 据 表 明 ，IncRNAs 在 免疫 应 答 的 调节 中 发 挥 重 要 的 作用 ， 而 且 异 常 表达 的 
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IncRNAs 与 传染 性 疾病 有 密切 的 联系 。 巨 噬 细 胞 在 胞 内 菌 结核 分 枝 杆菌 感染 的 调控 中 发 挥 举 
足 轻 重 的 作用 ,但 许多 分 子 机 制 仍旧 不 清楚 。 本 研究 希望 从 IncRNA 角度 出 发 ， 探究 更 多 的 
结核 病 致 病 机 理 的 分 子 机 制 。 而 目前 , IncRNA 在 结核 病 致 病 机 理 的 研究 中 仅 处 于 初始 阶段 。 


据 Wang, 立 等 [21] 研 究 报道 ncRNA-CD244 通过 表 观 遗传 调控 CD8* T 细胞 对 六 干扰 素 


CInterferon-y, IFN-y) 和 肿瘤 坏死 因子 -a (tumor necrosis factor-a,TNF-a) 的 分 泥 ， 并 且 影 
响 CD8*T 细胞 参与 的 抗 结核 的 细胞 免疫 应 答 。 抑 癌 基 因 LncRNA-MEG3 在 BCG 感染 的 巨 
吹 细 胞 中 表达 下 调 ， 导 致 细胞 自 吹 的 产生 并 且 能 促进 细胞 内 致 病菌 的 清除 9。 


本 研究 通过 对 iH37Ryv 刺激 巨 叭 细胞 RAW264.7 细胞 24h 后 IncRNA 的 表达 谱 芯片 分 析 ， 


J 4730 条 IncRNAs 的 表达 水 平 上 调 ,9558 条 IncRNAs 的 表达 水 平 下 调 。 根 据 芯片 结果 筛选 
出 16 条 差异 表达 的 InhcRNAS， 分 析 染 色 体 位 置 ， 发 现 一 些 IncRNAs 定位 于 附近 的 蛋白 编码 
基因 的 基因 间 区 或 者 与 基因 的 外 显 子 区 域 存 在 部 分 重 玲 ， 而 且 其 中 部 分 基因 在 mRNA 的 芯 
片 结果 中 也 有 差异 表达 ， 可 能 为 ncRNA 发 挥 调节 作用 的 潜在 靶 标 ， 将 在 后 续 实 验 中 深入 下 
究 。 由 于 差异 表达 的 IncRNAs 与 mRNA 可 能 存在 互 作 关系 ， 进 一 步 对 差异 表达 的 mRNAs 
功能 注释 , 为 IncRNAs 的 潜在 作用 的 丢 标 发 掘 以 及 发 挥 的 效应 功能 的 研究 提供 参考 。GO 分 
析 显 示 差 异 表达 的 mRNAs 主要 集中 参与 转录 调节 、 磷 酸化 的 生化 过 程 以 及 蛋白 相互 作用 的 
分 子 功能 中 , KEGG 分 析 显 示 差 异 表达 的 mRNAs 主要 富 集 在 代谢 途径 、 内 吞 作用 以 及 MAPK 
信号 通路 。 有 趣 的 是 ， 研 究 表明 MAPK 信号 通路 在 固有 免疫 细胞 如 巨星 细胞 感染 细菌 后 发 
生 级 联 反 应 而 活化 ，MPAK 的 活化 还 参与 调控 Mtb 感染 ， 促 进 宿 主 的 过 氧化 物 还 原 酶 1 的 
表达 而 保护 细胞 免 受 活性 氧 以 及 过 氧化 物 的 伤害 2328, RT-qPCR 在 细胞 水 平和 动物 感染 模 
型 的 组 织 中 验证 出 与 芯片 结果 相同 的 4 条 lncRNAs, 可 能 成 为 潜在 有 意义 的 诊断 标志 分 子 或 
AAT Brain, JR SO FUR SE PEK 4 条 IncRNA， 探 究 具 体 的 功能 或 者 在 临床 样本 中 验证 
以 确定 其 作为 潜在 诊断 和 治疗 靶 标 的 可 能 性 。 另 外 ,本 研究 中 ,由 于 动物 水 平 验证 采用 的 是 
活 H37Rv 感染 ， 而 用 于 芯片 分 析 和 细胞 水 平 验证 采用 的 是 灭 活 的 H37Rv 刺激 的 ， 因 而 存在 


NI 


iit 


不 同 表达 的 ncRNA, {ll FR155939, chr19:5834117-5835940, chr16:4592919-4594230 等 ， 可 能 是 细 
耐 热 的 糖 脂 成 分 导致 ， 这 些 还 有 待 今后 进一步 验证 。 

总 的 来 说 ， 本 研究 筛选 出 巨星 细胞 感染 后 差异 表达 的 IhcRNAs， 为 巨星 细胞 在 结核 分 枝 
杆菌 感染 中 的 功能 紊乱 提供 线索 ， 从 IncRNAs 的 角度 出 发 试图 探究 更 多 的 宿主 与 结核 分 枝 
杆菌 相互 作用 的 分 子 机 制 。 然 而 ， 该 研究 仍 处 于 探索 阶段 ， 得 出 的 结论 大 多 数 基于 IncRNAs 
和 mRNAs 变化 水 平 以 及 一 些 生 物 信 息 学 分 析 ， 还 需要 大 量 的 实验 加 以 证 实 ， 进 一 步 的 研究 


将 集中 于 ncRNA 在 结核 病 中 涉及 的 具体 作用 与 机 制 , 也 许可 以 为 结核 病 的 致 病 机 理 提供 新 


的 理论 或 者 成 为 结核 病 潜在 的 治疗 靶 标 。 
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